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UTILISATION DE COMPOSITIONS CONTENANT UNE FORME SOLUBLE 
D'HLA-G DANS LE TRAITEMENT DE PATHOLOGIES DU SANG. 

La pr6sente invention est relative a l'utilisation de compositions 
contenant une fonne soluble d'HLA-G dans le traitement de pathologies du sang et du 

5 systeme circulatoire (an&nies et ischemics). 

Les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite (CMH), se 
divisent en plusieurs classes, les antigenes de classe I (HLA-A, HLA-B et HLA-C) qui 
prSsentent 3 domaines globulaires (al, a2 et a3), et dont le domaine a3 est associ6 h 
la P2 microglobulin, les antigenes de classe II (HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR) et 

10 les antigenes de classe III (complement). 

Les antigenes de classe I comprennent, outre les antigenes pr6cit6s, 
d'autres antig&nes, dits antigenes de classe I non classiques, et notamment les anti- 
genes HLA-E, HLA-F et HLA-G. 

La sequence du gene HLA-G (g6ne HLA-6.0) a et6 d6crite par 

15 GERAGHTY et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1987, 84, 9145-9149) : il comprend 
4396 paires de bases et pr6sente une organisation intron/exon homologue k celle des 
genes HLA-A, -B et -C. De maniere plus precise, ce gene comprend 8 exons, 7 introns 
et une extremity non traduite 3' ; les 8 exons correspondent respectivement a : exon 1 : 
sequence signal, exon 2 : domaine extracellulaire al, exon 3 : domaine extracellulaire 

20 a2, exon 4 : domaine extracellulaire a3, exon 5 : region transmembranaire, exon 6 : 
domaine cytoplasmique I, exon 7 : domaine cytoplasmique II (non traduit), exon 8 : 
domaine cytoplasmique III (non traduit) et region 3' non traduite (GERAGHTY et al., 
precite; ELLIS et al., J. Immunol., 1990, 144, 731-735 ; KIRSZENBAUM M. et al., 
Oncogeny of hematopoiesis. Aplastic anemia Eds. E. Gluckman, L. Coulombel, Col- 

25 loque INSERM/John Libbey Eurotext Ltd). Toutefois, le gene HLA-G differe des au- 
tres g&nes de classe I, en ce que le codon de terminaison de traduction, en phase, est 
localise au niveau du deuxi&ne codon de Pexon 6 ; en consequence, la region cyto- 
plasmique de la prot6ine cod6e par ce g6ne HLA-6.0 est plus courte que celle des 
regions cytoplasmiques des prolines HLA-A, -B et -C. 

30 Ces antigenes HLA-G sont essentiellement exprim6s par les 

cellules cytotrophoblastiques du placenta et sont consid6r6s comme jouant un r61e 
dans la protection du foetus (absence de rejet par la m&re). En outre, dans la mesure ou 
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Tantigene HLA-G est monomorphique, il peut 6galement etre impliquS dans la crois- 
sance ou la fonction des cellules placentaires (KOVATS et al., Science, 1990, 248, 
220-223). 

D'autres recherches concernant cet antig&ne non classique de classe I 
5 (ISHITANI et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1992, 89, 3947-3951) ont montre que 
le transcrit primaire du gene HLA-G peut etre episs<§ de plusieurs maniSres et produit 
au moins 3 ARNm matures distincts : le transcrit primaire dTHLA-G fournit une copie 
complete (Gl) de 1 200 pb, un fragment de 900 pb (G2) et un fragment de 600 pb 
(G3). 

10 Le transcrit Gl ne comprend pas l'exon 7 et correspond k la 

sequence decrite par ELLIS et al. (pr6cite), c'est-a-dire qu f il code une proline qui 
comprend une sequence signal, trois domaines externes, une region transmembranaire 
et une sequence cytoplasmique. L'ARNm G2 ne comprend pas l'exon 3, c'est-a-dire 
qu r il code une prot6ine dans laquelle les domaines al et a3 sont directement joints ; 

15 l'ARNm G3 ne contient ni l'exon 3, ni l'exon 4, c'est-a-dire qu'il code une proline 
dans laquelle le domaine al et la sequence transmembranaire sont directement joints. 

L f 6pissage qui prSvaut pour Tobtention de l'antigene HLA-G2 
entraine la jonction d'une adenine (A) (provenant du domaine codant al) avec une 
sequence AC (issue du domaine codant a3), ce qui entraine la creation d'un codon 

20 AAC (asparagine) a la place du codon GAC (acide aspartique), rencontr6 au debut de 
la sequence codant le domaine a3 dans HLA-G 1 . 

L'6pissage g6n6r6 pour l'obtention de HLA-G3 n'entraine pas la for- 
mation d'un nouveau codon dans la zone d'epissage. 

Les Auteurs de cet article ont 6galement analyse les diff&rentes pro- 

25 twines exprim6es : les 3 ARNm sont traduits en proteine dans la lignSe cellulaire 
.221-G. 

Les Auteurs de cet article concluent a un r61e fondamental de la 
molecule HLA-G dans la protection du foetus vis-&-vis d'une r6ponse immune 
matemelle (induction d'une tolerance immune). Certains des Inventeurs ont confirm6 
30 ce r61e : les molecules HLA-G, exprim6es k la surface des trophoblastes prot&gent 
efFectivement les cellules fcetales de la lyse par les cellules natural killer (NK) 
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maternelles (CAROSELLA E.D. et aL, C.R. Acad. ScL, 318, 827-830 ; CAROSELLA 
E.D. et al ; Immunol Today, 1996, 407-409). 

En outre, certains des Inventeurs ont montre Pexistence d'autres 
formes epissees d'ARNm d'HLA-G : le transcrit HLA-G4, qui n'inclut pas l'exon 4 ; 

5 le transcrit HLA-G5, qui inclut l'intron 4, entre les exons 4 et 5, provoquant ainsi une 
modification du cadre de lecture, lors de la traduction de ce transcrit et en particulier 
l'apparition d'un codon stop, apres l'acide amin6 21 de l'intron 4 ; le transcrit HLA- 
G6, poss6dant l'intron 4, mais ayant perdu l'exon 3 (KIRSZENBAUM M. et al., Proc. 
Natl Acad. Scl USA, 1994, 91, 4209-4213 ; Demande Europeenne EP 0 677 582 ; 

10 KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol, 1995, 43, 237-241 ; MOREAU P. et 
al., Human Immunol 1995, 43, 231-236) ; et le transcrit HLA-G7 qui inclut l'intron 2, 
provoquant ainsi une modification du cadre de lecture, lors de la traduction de ce 
transcrit et l'apparition d'un codon stop apres Pacide amin6 2 de l'intron 2 ; ils ont 
6galement montrS que ces diffSrents transcrits sont exprim6s dans plusieurs types de 

15 cellules humaines fcetales et adultes, notamment dans les lymphocytes 
(KIRSZENBAUM M. et al., Human Immunol, 1995, prScite ; MOREAU P. et al., 
Human Immunol 1995, precit6). 

II existe done au moins 7 ARNms HLA-G diff&rents qui codent 
potentiellement 7 isoformes d'HLA-G dont 4 membranaires (HLA-G 1, G2, G3 et G4) 

20 et 3 solubles (HLA-G5, G6 et G7). 

La distribution de Pantigene HLA-G est restreinte a des sites 
immuns privilegi6s et notamment k l'interface fceto-matemelle. 

II est maintenant bien etabli que la proteine HLA-G 1, liee a la 
membrane est principalement exprimee par les cellules du cytotrophoblaste 

25 extravilleux dans lesquelles elle protege le foetus des cellules immunes d'origine 
matemelle. Aussi bien les isoformes li6es h la membrane que les isoformes solubles 
sont immunotolerantes, k savoir qu'elles inhibent la cytolyse m6di6e par les cellules 
NK et les CTL ainsi que la r^ponse T alloprolif6rative ; en outre, elles induisent une 
apoptose dans les cellules T et les cellules NK CD8 + . 

30 Ainsi la proline HLA-G exerce sa fonction localement, aussi bien 

lorsqu'elle est exprimSe k la surface des cellules que lorsqu'elle est s6cr6tee (action k 
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distance) ; elle assure ainsi l'immunosurveillance de l'organisme (Teyssier Em, Et al., 
Nat. Immunol., 1995, 14, 262-270). 

Des etudes ant&ieures ont montre que Fexpression des molecules 
HLA-G k la surface de cellules cibles obtenues par transfection avec des vecteurs 
5 comprenant l'ADN genomique de HLA-G, g6n6rant potentiellement tous les transcrits 
alternatifs, permet de prot£ger lesdites cellules cibles de 1'activite lytique des cellules 
NK de la couche deciduale de l'endometre maternel (CHUMBLEY G. et al., Cell 
Immunol, 1994, 155, 312-322 ; DENIZ G. et al., J. Immunol, 1994, 152, 4255-4261). 

Les Inventeurs, poursuivant leurs travaux ont montre que certaines 
10 tumeurs solides exprimaient l'antigene HLA-G, que selon les lignees tumorales, le 
profil d'expression des isofonnes d'HLA-G membranaires et solubles etait different et 
que la presence des formes membranaires HLA-G1-G4 protegeait les cellules 
tumorales de la lyse induite par les cellules NK (Demande FR 2 775 294). 

En outre, certains des Inventeurs ont montr6 1'interet des formes 
15 solubles d'HLA-G dans le traitement des 6tats pathologiques inflammatoires de la 
peau (Demande Internationale PCT WO 00/78337). 

La Demanderesse a maintenant trouve, de maniere surprenante, 
d'autres localisations des formes solubles d'HLA-G. En particulier, ces isofonnes 
solubles d'HLA-G sont prSsentes dans les cellules 6rythroYdes des vaisseaux 
20 placentaires du 1 CT trimestre de la grossesse ainsi qu'au cours de la vascularisation 
pr£coce de l'embryon et pendant toute l'6rythropoi£se. 

Ainsi, de manidre surprenante, les Inventeurs ont montre que les 
isoformes solubles d'HLA-G exercent 6galement des fonctions non-immunologiques. 

C'est done un but de 1 'invention de pourvoir a de nouvelles 
25 applications des isoformes solubles d'HLA-G, directement li6es a leurs fonctions non- 
immunologiques, en particulier dans les pathologies de la circulation sanguine telles 
que l'an&nie ou l'isch6mie. 

La pr6sente invention a done pour objet 1 'utilisation d'une 
composition comprenant au moins ime isoforme soluble d'HLA-G et au moins un 
30 v^hicule pharmaceutiquement acceptable, pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de pathologies de la circulation du sang. 
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Au sens de la pr£sente invention, on entend par pathologies de la 
circulation du sang aussi bien les pathologies du sang que les pathologies du systeme 
circulatoire (moyens de circulation). 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite utilisation, ladite 
5 pathologie est selectionnee dans le groupe constitu6 par les anemies et les isch&nies. 

En effet, les Inventeurs ont montre l'int£ret des isoformes solubles 

d'HLA-G : 

1. dans la proliferation, la differentiation et la maturation des 
6rythroblastes en reticulocytes. 

10 L'apport d'HLA-G peut stimuler la maturation des erythroblastes 

circulants, que Ton peut observer dans certaines des pathologies du systeme 
circulatoire (K. V. Wagner et al., Development, 2000, 127, 4949-4958 ; M. Ogawa et 
al., Blood, 1997, 50, 6, 1081-1092) et 

2. dans la n£o-vascularisation (processus angiogenique). 

15 Conform&nent a ^invention, lesdites compositions se presentent 

sous Tune des formes suivantes : 

- forme liquide, adaptee a une administration parenterale ou orale, 
• forme solide, adaptee a une administration parenterale apres mise 
en solution ou en suspension, ou a une administration orale. 
20 Les excipients adapt£s k ces deux formes sont de preference : eau, 

NaCl, dextrose, glycerol, 6thanol ou une combinaison de ces produits. D'autres 
substances telles que des agents mouillants, des agents £mulsifiants ou des tampons 
peuvent avantageusement etre ajoutes. 

La presente invention a £galement pour objet un procede de 
25 detection et £ventuellement de tri de cellules k fonction non-immunologique 
exprimant une isoforme soluble d'HLA-G (cellules des lign6es 6rythrocytaires et 
endothelials) dans un echantillon biologique, lequel proc6de est caracteris6 en ce 
qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

(a) la mise en contact de l'6chantillon biologique k tester, avec un 
30 panel d'anticorps s£lectionn£ dans le groupe constitue par des anticorps dirig6s contre 
les marqueurs suivants : isoforme soluble d'HLA-G, CD71, CD34 et CD45, et 
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(b) la detection et 6ventuellement le tri de cellules correspondant a 
diff&rents stades de differentiation des ligne6s 6rythrocytaires ou endoth&iales, en 
fonction de leur profit d'expression des marqueurs d6finis en (a). 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux dudit proced£, il 

5 comprend : 

(a) la mise en contact de TSchantillon biologique a tester, avec un 
panel d'anticorps selectionn6 dans le groupe constitue par des anticorps diriges contre 
les marqueurs suivants : isoforme soluble d'HLA-G, CD71, CD34 et CD45, 

(a') la selection des cellules exprimant Pisoforme soluble d'HLA-G 

10 et 

(b) la detection du type de cellules a 1'aide du marqueur CD71 . 

En effet, on peut distinguer les cellules endoth61iales exprimant 
HLA-G et les cellules de la lignee erythroide exprimant HLA-G, par le fait que 
uniquement ces dernieres expriment le marqueur CD71 . 
15 Conformement a l'invention l'echantillon biologique est 

avantageusement : un 6chantillon de sang (detection de cellules de la lignee erythroide 
circulantes) ou un 6chantillon de moelle osseuse. 

Definitions 

- H6matopoi'6se priinitive : dans la vesicule vitelline, dans les 
20 premiers stades du d6veloppement ; reconstitution 6rythromy61oide a court terme. 

- Production de cellules souches h6matopoi6tiques (CSH) ; la region 
intra-embryonnaire splanchnopleura para-aortique/aorte-gonade-mesonephros (P- 
Sp/AGM) produit les CSH, correspondant aux precurseurs multipotents et capables 
d'auto-renouvellement qui vont ensuite coloniser le foie foetal et le thymus. 

25 - H6matopoiese definitive : commence dans la moelle osseuse a 

partir du second trimestre de la vie intra-embryonnaire et continue pendant toute la vie 
adulte. 

- Cellules 6rythroides : premieres cellules h6matopoi6tiques & 
apparaitre au cours de la vie intraembryonnaire, qui donneront naissance aux globules 

30 rouges matures. 

- V6sicule vitelline (yolk sac) : ilots de sang qui apparaissent dans la 
v&icule vitelline sous la forme de groupes de cellules entre 15 et 24 jours de 
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developpement de Pembryon et qui se differencient en cellules endotheliales h partir 
des cellules externes des amas (clusters) et en cellules h6matopoietiques a partir des 
cellules internes. 

- Hemangioblaste : prScurseur commun des cellules endotheliales et 
5 des cellules h&natopof&iques present dans la vesicule vitelline. 

- Organes hematopoi'&iques primaires : foie embryonnaire, moelle 

osseuse foetale. 

- Vaisseaux bourgeonnants : dans les villositSs chorioniques et la 
partie juxta-ailantoJdienne de la vesicule vitelline. 

10 Selon un mode de mise en ceuvre avantageux dudit procede, 

prealablement a l'etape a), les cellules dudit Schantillon biologique sont 
perm6abilis6es ; cette 6tape permet aux anticorps d'acceder effectivement aux 
marqueurs k d&ecter, qui sont secr&6s dans le cytoplasme, avant leur passage dans la 
circulation generate (cas des isoformes solubles d'HLA-G). 
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Ainsi, on obtient des profils de distribution caract6ristiques de 



cellules, comme illustr6 ci-apr£s : 
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5 En resume : 

- l'isoforme soluble d'HLA-G est exprimee dans l'ensemble des 
cellules de la lignee 6rythroi"de et dans tous les organes hematopoietiques, de 
T embryon a T adulte, alors que Ton ne la retrouve pas dans les Erythrocytes matures. 
En outre on n'observe pas d 'expression d'une isoforme soluble d'HLA-G dans les 
10 cellules souches hematopoietiques (CSH) CD34 + CD45 + ; ceci implique que 
Tisoforme soluble d'HLA-G n'a aucune action sur les cellules souches multipotentes. 

On peut egalement noter que risoforme soluble d'HLA-G est 
produite in vitro lors de la differentiation de la lignee 6rythroIde, quel que soit le stade 
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de maturation. Ces resultats confirment que Pisoforme soluble d'HLA-G est 
impliqu6e dans la proliferation et/ou la maturation des pr6curseurs de la lignee 
erythroi'de. 

- 1'isoforme soluble d'HLA-G est exprimee dans les cellules 
5 endothelials a un stade precoce chez Pembryon, alors que Ton ne la retrouve pas 

dans les cellules endotheiiales des vaisseaux matures. En particulier, elle est detect^e 
dans les vaisseaux bourgeonnants des villosites chorioniques et de la partie juxta- 
allantoidienne de la v^sicule vitelline. 

Outre les dispositions qui precedent, l'invention comprend encore 
10 d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples de mise en oeuvre de la presente invention ainsi qu'aux dessins annexes, 
dans lesquels : 

- la figure 1 illustre la specificite de 1'anticorps 5A6G7 vis-a-vis des 
formes solubles d'HLA-G. La figure 1 A illustre les resultats obtenus par Western blot. 

15 La specificity de l'anticorps 5A6G7 a et6 test6e sur les lign6es M8-pcDNA, M8-HLA- 
Gl, M8-HLA-G5 et M8-HLA-G6 ; en parallele, l'anticorps 4H84 (McMaster et al., J. 
immunol., 1998 et Paul et al., Hum. Immunol., 2000) a ete utilise : l'anticorps 4H84 
r6vdle 3 bandes correspondant k HLA-G1, HLA-G5, et HLA-G6 ; l'anticorps 5A6G7 
revele 2 bandes correspondant k HLA-G5 et HLA-G6. La lignee M8-pcDNA, 

20 n'exprimant pas HLA-G, n'est marquee ni par l'anticorps 4H84 ni par l'anticorps 
5A6G7. La figure IB montre les resultats obtenus par immunocytochimie. La 
specificite de l'anticorps 5A6G7 a ete testee sur les lignees M8-pcDNA, M8-HLA-G1, 
et M8-HLA-G5, en parallele avec l'anticorps 4H84 et un controle isotypique. Les 
marquages positifs sont caracterises par une couleur grisee. Pour chacune des trois 

25 lignees l'anticorps utilise pour les marquages est indique en haut. ligne 1 : la lignee 
M8-pcDNA, n'exprimant pas HLA-G, n'est marquee ni par l'anticorps 4H84, ni par 
l'anticorps 5A6G7. ligne 2 : la lignee M8-HLA-G1 qui ne poss£de pas l'epitope 
reconnu par l'anticorps 5A6G7 n'est marquee que par l'anticorps 4H84. ligne 3 : la 
lignee M8-HLA-G5 est marquee par les deux anticorps 4H84 et 5A6G7. 

30 (grossissement x40). La figure 1C illustre les resultats obtenus par 
immunofluorescence analys6e en microscopie confocale. La sp6cificit6 de l'anticorps 
5A6G7 a ete testee sur les lignees M8-pcDNA, M8-HLA-G1, M8-HLA-G5, FO et 
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FOHLA-G6. Corame attendu, les cellules M8-HLA-G5, et FO-HLA-G6 sont 
marquees par Tanticorps 5A6G7B12 ; alors que les cellules M8-pcDNA, M8-HLA-G1 
et FO qui ne possedent pas Pepitope reconnu par Tanticorps 5A6G7 ne sont pas 
marqu6s. L' anticorps 4H84 est un anticorps de reference reconnaissant sp6cifiquement 
5 toutes les isoformes HLA-G. 

- la figure 2 illustre la presence des isoformes solubles HLA-G5 et 
G6 dans les 6rythroblastes des trophoblastes du premier trimestre de la grossesse. a : 
expression des isoformes solubles par les ilots cytotrophoblastiques (cell island 
trophoblast ou CIT) mais pas par les PVT (trophoblaste perivilleux), determine par 

10 analyse immunohistochimique en utilisant 1 'anticorps 5A6G7 sur des sections de 
trophoblastes incluses dans de la paraffine ; b : analyse de l'expression des marqueurs 
suivants : HLA-G5/6, CD34, CD71 et CD45 sur les vaisseaux en developpement, 
presents dans le trophoblaste du premier trimestre par immunohistochimie ; c : 
coloration immunohistochimique d'un vaisseau differencie a partir de sections de 

15 trophoblaste d'un embryon de 32 jours avec des anticorps dirig6s contre HLA-G5/G6 
(5A6G7), CD34 (qui marque les cellules endothelials (ED) des vaisseaux, CD71 qui 
identifie les cellules Srythroi'des (ER) et CD45 qui cible a la fois les cellules myeloides 
et les cellules lymphoides. 

- la figure 3 illustre le fait qu'HLA-G5 est present dans les cellules 
20 erythroides du foie foetal : a : identification de Pisoforme soluble HLAG5 par passage 

des prolines totales extraites de deux foies foetaux (9 semaines et 12 semaines) sur un 
gel SDS-PAGE, suivi d'une immunoempreinte (immunoblotting) avec 1 'anticorps 
5A6G7. Les cellules M8 transferees avec l'ADN d'HLAG-5 (M8-HLA-G5) ou avec 
le vecteur controle seul (M8-pcDNA) sont utilisees respectivement comme controles 

25 positif et nSgatif ; b : analyse immunohistochimique d'un foie d' embryon de 32 jours 
avec les anticorps dirig6s contre : HLA-G5 ; CD34 et CD 45. HLA-G5 est d6tect6e 
dans les cellules Erythroides qui proviennent de la v6sicule vitelline et sont presents 
dans la lumidre des sinusoides (capillaires de l'embryon). Les cellules endotheliales 
sont CD45+. Quelques cellules associ6es aux hepatocytes sont CD34 + et CD45 + et 

30 peuvent dtre consid6r6es comme les premieres cellules prog6nitrices en provenance de 
1'AGM. 
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- la figure 4 illustre le stade de Pembryon, du foetus des enfants et 
des adultes analyses par immunohistochimie. 

Exemple 1 : Production d'un anticorps monoclonal denomme 5A6G7, dirige 
specifiquement contre les isoformes solubles d'HLA-G 
5 1.1 Obtention d ? ascites 

L'anticorps monoclonal 5A6G7 est produit en utilisant des 
protocoles classiques a partir de spl6nocytes de souris Balb/c immunisees par un 
peptide de 21-mer synth&ique correspondant a la partie C-terminale codee par 
Pintron 4 des formes solubles d'HLA-G, dont la sequence est : 
10 SKEGDGGIMSVRESRSLSEDL (SEQ ID NO: 1), coupte a la proteine porteuse 
ovalbumine (OVA). 

1.2 Phase de purification de Panticorps monoclonal 5A6G7 
L'anticorps monoclonal 5A6G7 est purifi6 a partir d'ascites en utilisant la 
chromatographie d'affinite k la prot6ine A-S6pharose et peut a la fois servir k la 

1 5 detection, la titration, et la purification des formes solubles d'HLA-G. 

1.3 Test de specificity pour les HLA-G5 et HLA-G6 solubles 

Les criteres requis pour obtenir un anticorps ayant une bonne 
specificity sont les suivants : 

- detection des proteines de 37 kDa HLA-G5 et de 28 kDa HLA-G6 
20 mais pas des autres isoformes HLA-G et des autres molecules de HLA de classe I 

pr£sentes dans les lysats de proteines k partir de cellules M8 (cellules issues de la 
lign£e cellulaire de m£lanome M8) transfectSes respectivement par le vecteur 
pcDNA seul, des ADNc de HLA-G 1, -G2, -G3, -G4, -G5, ou -G6 ; M8-pcDNA, M8- 
HLA-G1, M8-HLA-G5 et M8-HLA-G6 sont des cellules issues de la lignee cellulaire 
25 de m£lanome M8, transfect£e avec le vecteur vide, HLA-G 1, HLA-G5, ou HLA-G6, 
respectivement. FO et FO-HLA-G6 sont des cellules issues de la lign6e cellulaire de 
m£lanome FO, transfectee parle vecteur vide ou HLA-G6, respectivement. 

- aucune detection des prolines HLA- A, -B, -C et - E par analyse de 
type Westem-blot (immunoempreinte) des lysats de prolines a partir de lign£es 

30 cellulaires humaines exprimant des types HLA de classe 1 diffi&rents ; 

- immunopr6cipitation de la prot&ne HLA-G5 de 37 kDa k partir de 
surnageant cellulaire de M8-HLA-G5 ; 
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- coloration immunocytochimique specifique des cellules M8-HLA- 
G5 et M8-HLA-G6 mais pas des autres cellules transferees par M8-pcDNA, -HLA- 
Gl, -G3, et -G4, ni par des cellules mononucleates du sang p6ripherique provenant 
de plusieurs donneurs adultes en bonne sante exprimant des types de HLA de classe I 

5 distincts ; 

- coloration inununohistochimique de sections tissulaires de 
trophoblastes inclus dans de la paraffine mais pas des coupes tissulaires d'adulte 
normal inclus dans de la paraffine (c'est-a-dire peau, foie, rein, duodenum). Cet 
anticorps monoclonal permet notablement de discriminer entre les proteines HLA-G 

10 solubles g6nerees par dScrochage des formes HLA-G membranaires qui ne 
contiennent pas l'epitope code par l'intron 4 et les proteines HLA-G5/-G6 produites h 
partir d'AKNm 6piss6s de fa9on alternative qui contiennent l'intron 4. 
Exemple 2 : Detection des HLA-G solubles dans les cellules circulantes des 
vaisseaux chorioniques provenant de placenta au stade du premier trimestre 

15 L' anticorps monoclonal (5A6G7) d6crit dans V exemple 1, a permis 

d'6tudier la repartition tissulaire des isoformes solubles d'HLA-G sur des coupes de 
tissus. Lors d'une analyse preliminaire, le tissu placentaire au stade du premier 
trimestre a 6t6 analyse. 

2 A Mater iels et methodes 

20 2. LI Tissus 

Les tissus embryonn aires et fcetaux humains ont ete analyses a partir 
de lamelles archivees provenant de grossesses extra-ut6rines, de fausses-couches et 
d'avortements a partir de foetus anormaux (essentiellement trisomies 21 et 18). Le 
stade de developpement de 1'embryon est estim6 sur la base de plusieurs crit&res 

25 anatomiques selon la classification de Carnegie (O'Rahilly et al., 1987). Au total, 19 
embryons, 6 foetus et 5 adultes ont 6t6 s6Iectionn6s et un total de 56 tissus, ont 6t6 
analyses par immunohistochimie comme illustrS a la figure 4. 
2. 1 .2 Anticorps monoclonaux 

- L'anticorps 5A6G7 a 6t6 pr6par6 comme precis6 a P exemple 1. 

30 - L'anticorps 4H84 est un anticorps de reference qui reconnait toutes 

les isoformes d'HLA-G. 
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- Les anticorps monoclonaux dirig6s centre le recepteur CD71 de la 
transferrine (Laboratoires Novocastra, UK) ont 6t6 utilise pour identifier les cellules 
6rythroides. 

- Les anticorps monoclonaux dirig£s contre CD34 (Laboratoires 
5 Novocastra) et CD45 (Dako, FR) permettent de d&ecter les cellules prog6nitrices 

hematopoi'&iques alors que seul Panticorps monoclonal dirig6 contre CD34 permet de 
reconnaitre les cellules prog&iitrices endoth&iales. 

2.1.3. Cultures de cellules ervthroi'des 

Des cultures de cellules Srythroides (1.10 5 cellules du sang de 

10 cordon ombilical ou de cellules de moelle osseuse) sont 6talees sur un milieu semi- 
solide contenant de la m&hylcellulose, 10 % de MCL (milieu conditionne 
lymphocytaire) (Stem cell, Vancouver) et 2 U/ml d'EPO (Roche, FR). Ces cultures 
sont incub6es a 37°C dans une atmosphere contenant 5 % de CO2, pendant 14 jours. 

La culture liquide a 2 phases est utilisee et est d6finie comme suit. 

15 Sommairement, les cellules (du cordon ombilical par exemple) sont isol6es par 
centrifugation sur gradient de Ficoll 1077 (SIGMA), et mises en culture a une densit6 
de 10 6 cellules/ml dans du milieu essentiel minimal alpha (a-MEM, Sigma) 
supplement^ par 10 % de s6rum de veau foetal (FCS, Sigma), 1 ^ig/ml de cyclosporine 
A (Novartis) et 10% de milieu recup6r6 de cultures des lign6es cellulaires de 

20 carcinome de vessie 5637 negatives pour HLA-G (ATCC n° HTB-9). Les cultures 
sont incubees pendant 7 jours a 37°C, sous une atmosphere k 5 % de CO2, dans de 
Pair avec 98 % d'humidite. Aprds cette culture de phase I, les cellules non-adh6rentes 
sont recup6rees, lavees, et ensemenc6es a une densite de 0,4x 10 6 cellules/ml dans du 
a-MEM, 30 % FCS, 1% d'albumine s&ique bovine, 10" 5 M de B-mercaptoethanol, 15 

25 mM de L-glutamine, 10" 6 M de dexamethasone, et 1 U/ml d'Srythropoietine 
recombinante (Epo, Roche) pendant 5-6 jours (d6nomm6e culture de phase II). 

2.1.4. Analyse immunohistochimique 

Des coupes de tissus d6paraffin6es sont soumises k un traitement de 
recuperation d' Epitope a haute temperature dans du tampon citrate de sodium £ 10 
30 mM (pH 6,0) en utilisant un appareil a micro-ondes du commerce pour optimiser 
14mmuno-r6activit6. Des coupes de tissus ont 6t6 perm6abilisees en utilisant du PBS 
IX avec 0,1% de saponine et 10 mM de tampon H6p6s. L'activit6 de la peroxydase 
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endog&ie est inhibSe en traitant les coupes pendant 5 minutes a temperature ambiante 
avec 3% d'eau oxygen£e dans de l'eau. La fixation non-specifique est 6vit6e par ajout 
de 50 mM de Tris, 3% de BSA (Sigma), 40% de s6rum humain pendant 20 minutes 
avant coloration avec P anticorps primaire pendant 30 minutes a temperature ambiante. 

5 L'expression de la proteine HLA-G est ensuite 6valuee sur une s6riede coupes 
tissulaires ou des cellules en utilisant le systeme de detection universel k la biotine 
UltraTech HRP (Immunotech, Coulter, France), selon les instructions du fabricant. 
L'analyse immunocytochimique de l'expression d'HLA-G par les cellules BFU-E est 
realis6e sur des cellules BFU-E cytocentrifugees, qui ont ete r6cuperees a partir des 

1 0 cultures en milieu semi-solide et lav6es dans du PBS, avant la centrifugation. 

2.2 Resultats 

Comme le montre la figure 2a, les proteines HLA-G5 et HLA-G6 
sont localisees dans les cellules de trophoblastes extravilleux. De plus et de fa?on 
surprenante, ces molecules HLA-G solubles ont ete d&ectees par coloration a l'aide 

15 des anticorps monoclonaux 5A6G7 soit dans des cellules en contact etroit avec des 
vaisseaux bourgeonnants associes k des cytotrophoblastes, soit dans des cellules 
depourvues d'axes villeux, ou soit dans des cellules situees dans la lumiere de 
vaisseaux matures (Figures 2b et 2c). Cette nouvelle localisation cellulaire des HLA-G 
est confirm6e en utilisant un autre anticorps anti-HLA-G, T anticorps monoclonal 87G 

20 de reference. 

Afin d'identifier plus pr6cis6ment ces cellules exprimant la proteine 
HLA-G, qui ressemblent morphologiquement k des erythroblastes, une analyse 
immunohistochimique a ete r6alis6e sur une s6rie de coupes de trophoblastes inclus 
dans de la paraffine provenant d'embryons de 32 jours par detection des marqueurs 
25 suivants : 

le r6cepteur de la transferrine CD71 : exprim6 des erythroides 
(BFU-E, burst-forming unit) aux reticulocytes 

le CD34 : exprim£ a la fois par les cellules prog6nitrices 
endothelials et h6matopo"f£tiques 
30 - le CD45 : exprime k partir des cellules prog6nitrices 

hematopoY6tiques jusqu'aux cellules matures des lign6es lymphoi'des et myeioides 

les proteines solubles HLA-G5 et HLA-G6. 
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Les resultats montrent que les isoformes solubles sont exprim'es par 
toute la sous-population de cellules 6rythroYdes CD71 + alors que peu de cellules HLA- 
G + co-expriment le marqueur de cellule souche CD34 (Figures 2b et 2c). 

Au contraire, les cellules endoth&iales des vaisseaux chorioniques 
5 matures sont CD34+, HLA-G", CD71' et CD45" (Figure 2c). 

Ces resultats permettent effectivement de conclure a la presence des 
isoformes solubles d'HLA-G dans les cellules h6matopoi6tiques appartenant a la 
lign6e erythropoietique. 

Exemple 3 : Identification de Tisoforme soluble HLA-G5 dans les erythroblastes 
10 fcetaux 

Afin de caracteriser l'isoforme soluble d'HLA-G presente dans les 
cellules . erytbroides foetales, Porgane dans lequel les Erythroblastes sont les 
constituants principaux, h savoir le foie qui est le producteur principal d'h&naties dans 
le foetus, a ete utilise. 
15 3.1 Materiels et methodes 

3.1.1 Tissus et anticorps monoclonaux 

Les prolines sont extraites du foie obtenu h partir de 2 embryons 
distincts respectivement de 9 et 12 semaines. Les tissus sur lesquels portent les 
analyses sont ceux dScrits dans Pexemple 2. 
20 L'anticorps monoclonal 5A6G7 decrit a Pexemple 1 est utilise pour 

T analyse iixununohistochimique. 

3. 1 .2 Analyse Western blot 

Des foies foetaux de 9 et 12 semaines ont et6 broyes et lys6s dans 50 
mM de Tris-HCl, pH 7,4, 150mM de NaCl, 1% de Nonidet P-40 (Sigma) contenant 

25 des inhibiteurs de protease et du tampon firoid pendant 1 heure. Les lysats de cellules 
transferees par M8-HLA-G5 et M8-pcDNA 'taient utilises comme respectivement 
t&noins positif et n6gatif envers HLA-G5. Aprfes centrifugation h 15 OOOg h 4°C 
pendant 30 minutes, les surnageants 6taient supplement's par du tampon Leammli 6X. 
Les 6chantillons sont chaufifSs pendant 10 minutes k 95°C avant d'Stre charges sur un 

30 gel SDS-PAGE k 12%. Les prolines sont alors 61ectro-transf£r£es sur une membrane 
en nitrocellulose (Hybond-C extra). La membrane est ensuite trait'e contre les liaisons 
non-sp6cifiques par 5% de lait lyophilise £cr£m£ dans du PBS contenant 0,2% de 
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Tween 20 (PBST) pendant une nuit a 4°C. Apres lavage dans du PBST, la membrane 
est incubee avec des anticorps anti-souris conjugue a HRP pendant 30 minutes a 
temperature ambiante et lav6e dans du PBST. Les prot6ines HLA-G sont d6tect6es par 
chimio-luminescence (ECL Plus Kit) (Menier et aL, Hum. Immunol., 2003, 64, 315- 
5 326). 

3.2 Resultats 

Par analyse Western blot en utilisant 1' anticorps monoclonal 5A6G7, 
une proteine de 37 kDa, qui correspond au poids moleculaire de la chaine lourde de 
HLA-G5 (Figure 3) est identifier Les transfectants M8-pcDNA et M8-HLA-G5 sont 

10 utilises respectivement comme temoins positif et negatif envers HLA-G5. Ce resultat 
montre que Pisoforme soluble d' HLA-G d6tect6e dans les 6rythroblastes foetaux est 
Pisoforme HLA-G5. En accord avec ce resultat, une analyse immunohistochimique a 
permis de detecter de nombreuses cellules HLA-G + (incubation avec 1* anticorps 
monoclonal 5A6G7) dans du tissu hepatique foetal inclus dans de la paraffine, comme 

1 5 d&aille dans l'exemple suivant. 

Exemple 4 : Repartition de Pisoforme soluble HLA-G5 a tous les organes 
hematopoietiques embryonnaires et fcetaux 

La repartition de Fisoforme soluble HLA-G5 dans tous les organes 
h6matopoietiques embryonnaires et fcetaux a et6 analys6e en realisant des experiences 

20 immunohistochimiques sur des coupes d'embryons et de tissu foetal inclus dans de la 
paraffine, a Taide des anticorps monoclonaux dirig6s contre HLA-G5, CD71, CD34 
ou CD45. 

4.1 Materiels et methodes 

Les tissus analyses proviennent d'organes hematopoietiques 
25 embryonnaires et fcetaux tels que decrits dans PExemple 2. 

Les anticorps monoclonaux dirigSs contre HLA-G5 (5A6G7) et les 
marqueurs CD71, CD34 et CD45 de 1' exemple 1 ont 6te utilises dans les conditions 
pr6cis6es h Texemple 2. 
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4.2 Resultats 

On observe la co-localisation d'HLA-G et du recepteur CD71 dans tous les organes 
hematopoi&iques embryonnaires et foetaux : la v6sicule vitelline, la splanchnopleure 
para-aortique/Aorta-Gonado-Mesonephros (SpP/AGM), le foie, la rate et la moelle 
5 osseuse ; ces resultats conferment que les cellules HLA-G + sont des erythroblastes. 
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Ces resultats montrent que les cellules HLA-G* expriment 
egalement le recepteur CD71 et cette co-localisation existe pendant toute la duree du 
d^veloppement embryonnaire et foetal : dans la v6sicule vitelline, dans Tembryon de 
10 16 jours, dans tous les organes h&matopoietiques d'un embryon de 32 jours, dans le 
foie de 12, 34 et 36 semaines, dans la moelle osseuse de 12, 14 et 16 semaines), ainsi 
que dans la moelle osseuse chez Tadulte. Elles sont done bien un marqueur de la 
lignSe erythroide. 

Ces resultats illustrent done le role de risoforme soluble d'HLA-G 
15 dans Perythropoiese en tant que marqueur dans la differentiation de la lignee 
erythroide. 

Par ailleurs, ces resultats montrent qu'aucune cellule souche 
h6matopoi*6tique CD34+ n'est pr6sente dans la vSsicule vitelline d'un embryon de 16 
jours contrairement aux cellules souches erythroi'des CD71* 
20 En effet, les cellules souches h6matopoi6tiques CD34 + , CD45 + sont 

toutes HLA-G*. 

Ceci montre que HLA-G n'intervient pas sur les cellules souches 

multipotentes. 
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Exemple 5 : Les Erythroblastes sanguins du cordon ombilical expriment HLA-G5 

Pour determiner si l'isoforme HLA-G5 est produite directement par 
les erythroblastes ou bien fix6e a la surface cellulaire de l'erythroblaste par 
Pinterm&iiaire de recepteurs HLA-G sp6cifiques, apres sa production par d'autres 
5 cellules, le sang du cordon ombilical a ete choisi comme source d' erythroblastes. 

5.1 Materiels et methodes 

5.1.1 Tissus 

Les unites de sang de cordon ombilical (p/CB) ont et6 obtenues lors 
d'accouchements a terme normaux, apres le consentement eclair6 des m6res, h l'Unit6 
1 0 Obst&rique de PHopital Robert Debre, a Paris (France). 

5.1.2 Essais de cellules formant des colonies d'ervthroides (BFU-E) 
en milieu semi-solide 

voir exemple 2, chapitre cultures de cellules 6rythroYdes. 

5.1.3 Maturation de cellules prog&iitrices dans la culture liquide a 2 

15 phases 

Voir exemple 2, chapitre cultures de cellules 6rythroi'des. 
La concentration en HLA-G5 dans les surnageants est 6valuee par 
un ELISA qui mesure sp6cifiquement les HLA-G5/-G6. 

5.1.4 Test ELISA 

20 Les concentrations en HLA-G5 sont mesurees dans des surnageants 

de cultures liquides a deux phases a la fin des phases I et II (m6thode de type 
« sandwich »). Des plaques de microtitration de 96 puits (Corning Costar, France) 
sont recouvertes d'anticorps monoclonaux 5A6G7. Apres 5 lavages dans du tampon 
phosphate sale (PBS) contenant 0,2% de Tween 20 et 0,1% d'albumine s6rique de 

25 veau (BSA, Sigma), les plaques sont satur6es en PBS contenant 1% de BSA et 0,1% 
de Tween 20 pendant 2 heures h 37°C. Apres 5 lavages dans du PBS avec 0,2% de 
Tween 20, 100 pi d'6chantillon est ajoutd dans chaque puits et test6 en duplicat. Aprfes 
incubation pendant 1 heure k 37°C, les boites sont lav6es 5 fois dans du PBST 
(Phosphate Buffer Saline Tween). L'anticorps de detection, un anti corps monoclonal 

30 W6/32 biotinyl6 (Leinco Technologies Inc., Ballwin) reconnaissant un determinant 
monomorphique des chaines lourdes de HLA de classe I associ6es k la microglobuline 
B2, pr6alablement dilu6 1/250, a 6t6 incub6 pendant 1 heure a 37°C. Apres lavage dans 
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du PBST, la revelation est realis6e par incubation dans de la streptavidine AMDEX™ 
conjugu6e k la peroxydase de raifort (Amersham) pendant 1 heure k 37°C, puis avec 
du substrat TMB (3, 3', 5, S'-tetramethylbenzidine, Sigma) a temp6rature ambiante. 
La reaction est stopple par l'ajout d'HCl IN. Les densites optiques sont mesurees a 
450 nm. Les courbes d'etalonnage sont r£alisees en utilisant des dilutions en serie 
d*HLA-G5 soluble recombinante purifiee. La concentration en HLA-G5 est 
detennin6e a partir de la valeur de density optique selon la courbe d*6talonnage. Les 
resultats sont exprim6s comme les moyennes du duplicate. La limite de detection par 
test ELISA est de 5 ng/ml. 

5.2 Resultats 

Quelle que soit le stade de la culture, c'est a dire a partir de la cellule 
la plus primitive (BFU-E) jusqu'i la cellule erythroTde la plus differentiae 
(reticulocyte), la concentration en HLA-G5 est comprise entre 25,5 ng/ml et 44,3 
ng/ml. Une analyse immunocytochimique des cellules correspondantes confirme que 
la culture liquide k deux phases permet la differentiation des cellules erythroides qui 
sont positives pour le CD71 et co-expriment le CD36 (r6cepteur k la thrombospondine 
et marqueur pour identifier les stades CFU-E et 6rythroblastes de la lign6e erythroide) 
a J=7 de la seconde phase de culture. D'apres ces resultats, on peut done en conclure 
que les molecules HLA-G5 d6tect6es par ELISA dans des surnageants de culture 
etaient bien produites par les cellules erythroides au cours de leur differentiation. 
Exemple 6 : Les Srvthroblastes de la moelle osseuse adulte expriment HLA-G5 

Le maintien de Pexpression de Pisoforme HLA-G5 dans la lign6e 
6rythropoI6tique au cours de la vie chez 1* adulte a 6te etudi6. Etant donne que 
l'hematopoiese est localisee dans la moelle osseuse chez Tadulte, les cellules BFU-E 
ont ete collectees a partir de culture semi-solide de cellules progenitrices 
h6matopoi"6tiques de moelle osseuse (voir exemple 2). 

6.1 Mat&riels et m£thodes 

6.1.1. Anti corps monoclonaux 

Les anticorps monoclonaux suivants ont &6 utilises pour d6tecter les 

HLA-G : 

4H84 est dirige contre le peptide 61 -83 du domaine a 1 de HLA- 
G et reconnait la chaine lourde de HLA-G libre ; 
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- MEM-G/09 (Exbio, Praha, Republique Tcheque). 
Tons ces anticorps reagissent avec une molecule de HLA-G associee 
a 62m correctement repliee. 

6.1.3 Methodes 

5 La technique de culture des cellules BFU-E en milieu semi-solide et 

r analyse immunochimique ont 6t6 utilis6es telles que decrites a l'exemple 2. 
6.2 Resultats 

L'isoforme soluble HLA-G5 est d^tectee dans les cellules BFU-E 
par analyse irnmunocytochimique en utilisant plusieurs anticorps monoclonaux anti- 

10 HLA-G tels que 5A6G7, MEM-G/9, et 4H84. En outre, lors d'une analyse 
immunochimique sur des coupes d'os inclus dans de la paraffine, HLA-G5 est alors 
localis6e dans les erythroblastes a partir de moelle osseuse d'adulte. 
Exemple 7 : Expression de l'isoforme soluble d'HLA-G par les cellules 
endothelials embryonnaires 

15 L'isoforme soluble d'HLA-G est aussi identifiee dans les cellules 

endothelials dans les vaisseaux bourgeonnants a deux endroits : dans le cceur 
mesenchymal des villosites chorioniques et dans la partie juxta-allantoide de la 
vfeicule vitelline de Pembryon pr£coce. 

Dans chaque cas, Tisoforme HLA-G co-localise avec le marqueur 

20 CD34. 

La presence de l'isoforme soluble d'HLA-G dans les cellules 
endothelials des vaisseaux bourgeonnants de villosite chorioniques et de la partie 
juxta-allantoide de la vesicule vitelline montre son implication dans le processus 
angiogenique. 

25 Exemple 8 : Effet d'HLA-G5 sur la differentiation erythroide 

L'effet d'HLA-G5 sur la differenciation erythroide a ete analys6e 
sur une lign6e erythroleuc6mique (K562, ATCC) exprimant ou non HLA-G5, k 
savoir : une lignee K562 transfectee avec un plasmide d'expression d'HLA-G5 et 
s6cretant HLA-G5 (K562-pcDNA-HLA-G5) et h titre de contrdle, une lign6e K562 
30 transfectee par le vecteur vide (K562-pcDNA). 

L'expression des marqueurs de differenciation glycophorine A 
(GPA) et CD36 qui apparaissent aux dernieres etapes de la differenciation erythroide 
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(erythroblaste, reticulocyte, globule rouge mature) a 6te analysee, en cytom6trie de 
flux h Paide d'anticorps commerciaux diriges contre ces marqueurs. Les resultats sont 
illustr£s ci-apres : 



Cellules 
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CD36 


K562-pcDNA-HLA-G5 


40 % (16)* 


77% (15) 


K562-pcDNA 


22 % (8,7) 


55% (10) 



* les valeurs entre parenthese correspondent k Pintensit6 moyenne de fluorescence. 
5 Les resultats d'immunomarquage montrent que la lignee secr6tant 

HLA-G5 est constitute par un nombre plus important de cellules 6rythro"ides matures, 
lesquelles expriment en plus grande quantite des marqueurs de differenciation 
erythrocytaire. 

L'effet d'HLA-G5 sur la differenciation erythrofde est confirme par 
10 des experiences de co-culture entre les deux lign£es, afin de verifier que la forme 
HLA-G5 s6cr£tee par K562-pcDNA-HLA-G5 induit la differenciation de la lign<§e 
K562-pcDNA. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'invention ne se limite 
nullement h ceux de ses modes de mise en oeuvre, de realisation et duplication qui 
15 viennent d'etre d£crits de fa?on plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la port£e, de la presente invention. 
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REVINDICATIONS 

1°) Utilisation d'au moins une isoforme soluble d'HLA-G, pour la 
preparation d'un medicament destine au traitement de pathologies de la circulation du 
sang. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que 
lesdites pathologies sont s61ectionnees dans le groupe constitue par les an&nies et les 
ischemics. 

3°) Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterisee en ce que ladite isoforme soluble d'HLA-G est sous la forme d'une 
composition comprenant en outre au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable, 

4°) Utilisation selon la revendication 3, caract&ise en ce que ladite 
composition est sous forme liquide. 

5°) Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que ladite 
composition est sous forme solide. 

6°) Proc&te de detection et eventuellement de tri de cellules des 
lign6es erythrocytaires et endothelials selon leur stade de differentiation, caracteris6 
en ce qu'il comprend : 

a) la mise en contact de Techantillon biologique a tester avec des 
anticorps diriges contre les marqueurs suivants : isoforme soluble d'HLA-G, CD71, 
CD34 et CD45, et 

b) la detection et 6ventuellement le tri de cellules correspondant a 
difKrents stades de differentiation des lignees erythrocytaires ou endotheliales, en 
fonction de leur profil d'expression des marqueurs definis en a). 

7°) Procede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il 

comprend : 

a) la mise en contact de P6chantillon biologique a tester, avec un 
panel d'anticorps s£lectionn6s dans le groupe constitu6 par des anticorps dirig6s 
contre les marqueurs suivants : isoforme soluble d'HLA-G, CD71, CD34 et CD45, 

a') la selection des cellules exprimant 1 'isoforme soluble d'HLA-G, 

et 

c) la detection du type de cellules k Paide du marqueur CD71 . 
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8°) Proced6 de detection selon la revendication 6 ou la revendication 
7, caract6ris6 en ce que r Echantillon biologique est s61ectionn6 dans le groupe 
constitue par un echantillon de sang ou un Echantillon de moelle osseuse. 

9°) Precede de detection selon Tune quelconque des revendi cations 
5 6 a 8, caracterise en ce que prEalablement a l'etape a), les cellules dudit echantillon 
biologique sont perm6abilis6es. 
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TCitibrvon * 


Aee 
ftours) 


Nombre 

de 
somites 


Longueur 
(mm) 


Nombre 
d'echantillons 


Nombre et type de 
tissus 


7 * 


16 


0 




2 


2 YS 


10 


22-23 


4-12 


2.5 


3 


3 YS, 2 PV 


ii 


24-25 


13-20 


2.5 


1 


1 E, 1 YS, 1 PV 


12 


26-27 


21-29 


4 


3 


2 E, 1 YS, 3 PV 


13 


28-30 


30-35 


4.5 


3 


1 E, 1 YS, 3 PV 


14 


31-32 


** 


4 


2 


2 E, 1 YS, 2 PV 


16 


38-40 




6-8 


1 


1 E, 1 YS, 1 PV 


17 


41-43 




11-12 


2 


1 E, 1 YS, 1 PV 


19 


48-49 




15-17 




1 E, 1 PV 


20 


50-51 




18-23 




1 E, 1 PV 


Foetus 


13 semaines 

15 

16 

26 

34 








L, S, BM 
L, S, BM 
L, S, BM 
L, S, BM 
L, S, BM 


Enfant 


2 ans 
5 








BM 
BM 


Adulte 


40 








BM 



67 
82 



BM 
BM 



* * A partir de ce stade, le nombre de somites est difficile k determiner et n'est done pas un critfere utile. 

* Stade de d6veloppement selon la classification de Carnegie. 

PV : villosit6 placentaire YS : vesicule vitelline (« Yolk Sac ») 

E : embryon 

L : foie (« liver ») 

S : rate (« spleen ») 

BM : moelle osseuse (« bone marrow ») 
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